骨髓增生异常综合征(MDS)是一组造血干细胞克隆性异质性疾病，以骨髓无效造血、外周血细胞减少为特征。MDS克隆的基因不稳定性常常可导致疾病进展，有不超过32％的患者会转化为急性白血病。80%\~85％的MDS患者在诊断时即存在贫血(HGB\<100 g/L)[@b1]。生理状态下，体内铁的吸收、转运、存储及分布等铁代谢、铁稳态与红系造血相适应，反之铁代谢及铁稳态的失衡常与MDS的发病、病程及预后密切相关[@b2]。本文我们描述MDS患者中铁代谢参数与氧化应激特征及其影响因素，以期更充分理解MDS铁过载的特征。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例资料：回顾性分析2015年6月至2016年3月本中心初诊的94例MDS患者，所有患者根据《骨髓增生异常综合征诊断与治疗中国专家共识(2014年版)》[@b3]进行骨髓红系病态造血的评估、分型及预后分组，定义IPSS低危／中危-1为较低风险组，中危-2/高危为较高风险组。依据《铁过载诊断与治疗的中国专家共识》[@b4]，在排除活动性炎症、肝病、肿瘤、溶血和酗酒等因素的影响后，以血清铁蛋白(SF)\>1 000 µg/L诊断为铁过载。根据患者输血史定义为无输血依赖组(8周红细胞悬液输注量\<1 U)、低输血依赖组(LTD)(8周红细胞悬液输注量≥ 1 U且\<4 U)及高输血依赖组(HTD)(8周红细胞悬液输注量≥4 U)。本研究征得我院伦理委员会批准，样本的取得均经患者或委托人知情同意。

2．铁代谢参数的检测：抽取患者外周血20 ml，行血清铁(SI)、总铁结合力(TIBC)、SF、红细胞生成素(EPO)检测。SI、TIBC采用亚铁嗪比色法测定，转铁蛋白饱和度(TSAT)=SI/TIBC×100%；SF、EPO通过放射免疫法测定。

3．不稳定细胞铁(LCI)的测定：参照文献[@b5]方法，应用钙荧光素乙酰氧基甲酯(CA-AM)荧光淬灭法，通过外周血样本加和不加铁螯合剂去铁酮(L1)后上流式细胞仪检测钙荧光素淬灭的平均荧光强度(MFI)的差值来反映LCI的相对水平。

4．细胞内活性氧簇(ROS)的检测：采用2′,7′-二氯荧光黄双乙酸盐(DCFH-DA)法，通过流式细胞仪检测血样本细胞内二氯荧光黄的MFI间接判定细胞内ROS水平。

5．统计学处理：应用SPSS 17.0及GraphPad 5.0软件进行数据分析，计量资料以中位数(最小值\~最大值)表示，组间差异比较采用秩和检验，计数资料组间比较采用χ^2^检验，*P*≤0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．基本资料：94例MDS患者中男52例，女42例，中位年龄60(21\~88)岁。难治性血细胞减少伴单系发育异常(RCUD)23例、难治性贫血伴环状铁粒幼红细胞(RARS)15例、难治性血细胞减少伴有多系发育异常(RCMD)27例、难治性贫血伴原始细胞过多-1/2型(RAEB-1/2)29例。其中，IPSS评分较低风险组68例，较高风险组26例。初诊时中位HGB为65(40\~154)g/L，71例(75.53%)患者初诊时HGB \<100 g/L，表现为贫血，其中56例(59.57%)存在输血依赖(LTD 31例，HTD 25例)，27例(28.72%)既往红细胞输注量≥10 U。

2．铁过载组和非铁过载组临床特征比较：全部94例MDS患者中，铁过载组52例，占55.32%；非铁过载组42例。铁过载组与非铁过载组一般临床特征见[表1](#t01){ref-type="table"}。IPSS较低风险组患者更易发生铁过载(*P*\<0.01)，不同疾病亚型间铁过载的发生率差异无统计学意义(*P*=0.15)。组间比较显示，铁过载组较非铁过载组贫血显著(*P*\<0.01)，输血依赖及红细胞输注量≥10 U更为多见(*P*\<0.01)。铁代谢参数中，铁过载组SI、TSAT明显高于非铁过载组(*P*值均\< 0.01)，而LCI及ROS组间差异无统计学意义(*P*值分别为0.88、0.06)。而靶器官(心、肝、胰岛)功能临床资料比较中，ALT及B型钠尿肽前体(proBNP)差异有统计学意义(*P*=0.03及0.05)。

###### 94例骨髓增生异常综合征(MDS)铁过载、非铁过载患者组临床及铁代谢参数特征比较

  临床及铁代谢参数特征               铁过载组(52例)           非铁过载组(42例)       *P*值
  ---------------------------------- ------------------------ ---------------------- --------
  中位年龄\[岁，*M*(范围)\]          57(21\~84)               61(24\~88)             0.87
  性别例数(男/女)                    26/26                    26/16                  0.19
  疾病亚型\[例数(%)\]                                                                0.15
   RCUD                              11(21.15)                12(28.57)              
   RARS                              7(13.47)                 8(19.05)               
   RCMD                              20(38.46)                7(16.67)               
   RAEB-1/2                          14(26.92)                15(35.71)              
  IPSS分组\[例数(%)\]                                                                \<0.01
    低危/中危-1                      44(84.62)                24(57.14)              
    中危-2/高危                      8(15.38)                 18(42.86)              
  输血依赖\[例数(%)\]                42(80.77)                14(33.33)              \<0.01
  红细胞输注量≥10 U\[例数(%)\]       25(48.08)                2(4.76)                \<0.01
  HGB\[g/L，*M*(范围)\]              62(40\~150)              80(43\~154)            \<0.01
  骨髓红系比例\[*M*(范围)\]          0.328(0\~0.860)          0.442(0.020\~0.905)    0.09
  血清铁\[µmol/L，*M*(范围)\]        36.5(8.5\~64.7)          25.2(3.7\~45.3)        \<0.01
  TIBC\[µmol/L，*M*(范围)\]          43.5(12.2\~77.2)         44.4(19.5\~68.1)       0.85
  TSAT\[%，*M*(范围)\]               43.5(12.2\~77.2)         53.4(14.8\~97.5)       \<0.01
  LCI\[*M*(范围)\]                   187.89(0.14\~2 521.51)   166.40(6.31\~860.96)   0.88
  ROS\[*M*(范围)\]                   73.68(13.61\~331.41)     66.70(5.50\~225.69)    0.06
  EPO\[U/L，*M*(范围)\]              2 434(23\~19 365)        123(3\~6 824)          \<0.01
  ALT\[U/L，*M*(范围)\]              25(3\~158)               16(5\~80)              0.03
  空腹胰岛素\[mU/L，*M*(范围)\]      10.6(0.7\~45.9)          11.5(4.7\~18.6)        0.68
  胰岛素C肽\[µg/L，*M*(范围)\]       2.98(0.84\~10.14)        3.04(1.76\~4.97)       0.62
  空腹血糖\[mmol/L，*M*(范围)\]      6.01(4.59\~16.68)        5.72(4.59\~11.45)      0.18
  B型钠尿肽前体\[ng/L，*M*(范围)\]   190(6\~4 281)            84(12\~2 275)          0.05

注：RCUD：难治性血细胞减少伴单系发育异常；RARS：难治性贫血伴环状铁粒幼红细胞；RCMD：难治性血细胞减少伴多系发育异常；RAEB-1/2：难治性贫血伴原始细胞过多-1/2型；TIBC：总铁结合力；TSAT：转铁蛋白饱和度；LCI：不稳定细胞铁；ROS：活性氧簇

2．不同因素对MDS患者铁代谢及氧化应激参数的影响：RARS组与非RARS组各种铁代谢及ROS参数差异均无统计学意义(*P*值均\>0.05)；而按输血的依赖程度及输血量分组，SI、TSAT及SF组间差异有统计学意义(*P*值均\<0.01)，但LCI及ROS组间差异无统计学意义(*P*值均\>0.05)，结果详见[表2](#t02){ref-type="table"}。

###### 不同因素对骨髓增生异常综合征患者铁代谢及氧化应激参数的影响\[*M*(范围)\]

  组别            例数     血清铁(µmol/L)      总铁结合力(µmol/L)    转铁蛋白饱和度(%)          血清铁蛋白(µg/L)             不稳定细胞铁               活性氧簇
  -------------- ------ --------------------- -------------------- ---------------------- ---------------------------- ------------------------- ----------------------
  疾病亚型                                                                                                                                       
   RARS            15     30.8(16.9\~47.6)      39.3(26.7\~51.4)      90.6(42.6\~97.8)       983.4(350.4\~3 999.4)       145.23(14.60\~589.25)    75.42(13.61\~158.60)
   非RARS组        79      33.6(3.7\~64.7)      44.3(12.2\~77.2)     79.20(14.8\~100.0)      1 103.2(10.8\~7 207.8)     172.57(0.14\~2 521.51)    50.99(5.50\~331.41)
  是否输血依赖                                                                                                                                   
   无输血依赖      38    23.7(9.0\~56.8)^a^     46.0(30.4\~77.2)    51.1(14.8\~98.4)^a^     584.0(10.8\~4 330.2)^a^     230.65(0.73\~1 021.49)    44.46(5.50\~316.64)
   低输血依赖      31    35.5(3.7\~47.6)^a^     43.5(12.2\~60.9)    91.8(19.0\~100.0)^a^   1 303.3(38.2\~7 207.8)^a^    110.44(0.14\~2 521.51)    62.36(13.61\~225.69)
   高输血依赖      25    35.6(12.7\~64.7)^a^    40.5(26.7\~72.7)    95.2(46.0\~100.0)^a^   1 967.0(350.4\~6 175.0)^a^    136.73(14.60\~589.25)    68.47(31.35\~331.41)
  红细胞输注量                                                                                                                                   
   0U              20    19.8(9.0\~56.8)^a^     43.8(30.4\~77.2)    49.6(14.8\~92.4)^a^     541.8(10.8\~4 330.2)^a^     164.33(0.14\~1 021.49)     44.46(5.50\~98.50)
   1\~9 U          47    30.8(3.7\~49.3)^a^     44.3(12.2\~68.9)    72.3(19.0\~100.0)^a^    944.4(38.2\~7 207.8)^a^      171.55(6.31\~939.23)     55.48(6.77\~316.64)
   ≥10 U           27    37.6(12.7\~64.7)^a^    42.2(26.7\~72.7)    95.7(44.8\~100.0)^a^   1 866.6(143.4\~6 175.0)^a^   172.57(14.60\~2 521.51)   52.30(13.61\~331.41)

注：RARS：难治性贫血伴环状铁粒幼红细胞；无输血依赖：8周红细胞输注量\<1 U；低输血依赖：8周红细胞输注量≥1\~\<4 U；高输血依赖：8周红细胞输注量≥4 U。a：组间差异有统计学意义

3．骨髓红系病态造血及骨髓幼红细胞比例对LCI的影响：94例MDS中临床资料完整的患者共72例，按有无骨髓红系病态造血分组，骨髓红系病态造血组(45例)LCI为346.40(6.31\~2 521.51)，而相应无红系病态造血组(27例)LCI为171.1(0.14\~939.23)；按骨髓幼红细胞比例是否增高分组，幼红细胞比例增高组(40例)LCI为244.32(0.14\~1 021.49)，而无幼红细胞比例增高组(32例)LCI为317.70(6.31\~2 521.51)，差异均无统计学意义(*P*值均\>0.05)。进一步分析72例患者中无输血依赖、非铁过载的38例患者，骨髓红系病态造血组(20例)LCI为354.23(151.95\~860.96)，而无红系病态造血组(18例)LCI为153.05(12.46\~324.50)；幼红细胞比例增高组(21例)LCI为320.60(151.95\~860.96)，无幼红细胞比例增高组(17例)LCI为182.60(12.46\~324.50)，两组差异有统计学意义(*P*值均\<0.05)。

讨论 {#s3}
====

MDS是一组常见的造血干细胞克隆性异质性疾病，以骨髓无效造血、外周血细胞减少为特征。文献总结临床上有60%\~80% MDS患者发病时因为红系病态造血而表现为症状性贫血，并随着疾病的进展，其中80%\~90％的患者发生输血依赖[@b1]--[@b2]。本研究观察与之基本一致，本研究入组患者初诊时中位HGB为65(40\~154)g/L，71例(75.53%)表现为贫血，其中输血依赖比例为42.55%，既往输血量≥10 U者占28.72%。输血依赖及高输血量现象在初诊MDS患者中较为常见。

铁既是参与红系造血的重要原料，又作为氧化还原反应的重要催化剂，通过影响到体内氧化应激水平影响骨髓造血机能。铁代谢和铁稳态通常与红系造血相适应以维持正常的生理功能[@b6]。在MDS疾病状态下，一方面尤其是对于低、中危患者目前尚缺乏特别有效的治疗方案，输血支持治疗也是最常用的治疗措施，所以长期输血带来的外源性铁过量摄入，致使的铁过载最终不可避免，与我们结果显示的52例(55.32%)患者存在铁过载一致。本研究在除去MDS患者中由于不恰当的过度补充铁剂抗贫血治疗和骨髓抑制性治疗所导致的红系生成减少铁利用降低等促进铁过载形成等其他摄入及利用因素后，结果证实MDS铁过载组输血依赖和大量输血例数差异有统计学意义(*P*\<0.01)，所以可以认为长期和大量输血是MDS铁过载的重要原因，ALT和proBNP的组间差异进一步证实了铁存储脏器(肝脏、心脏等)的功能损害。

另一方面，在MDS骨髓红细胞无效造血的病理状态下，处于成熟过程中的高比例的幼红细胞会分泌释放生长分化因子15(GDF15)[@b7]和(或)扭转原肠胚形成同系物1(TWSG1)[@b8]，两者均可抑制肝脏产生铁调素[@b9]，该激素刺激肠道膳食铁吸收和异常调节巨噬细胞系统释放存储铁的信号[@b10]--[@b11]，使患者体内铁蓄积不断增多和铁失衡，长期过量的铁超过了患者体内转铁蛋白结合能力，导致不稳定血浆铁(LPI)异常蓄积，快速被细胞摄入后导致LCI异常升高，LCI具有较强的氧化还原活性，催化ROS的产生[@b12]。随后的异常氧化应激导致了脂类、蛋白质类和DNA的氧化、细胞死亡和器官的功能损害[@b2]。奇怪的是，作为铁代谢及铁平衡的病理生理机制的核心环节，LCI是过载铁的毒性成分，ROS则是其效应组分，本研究结果均未显示出二者在铁蛋白水平、输血依赖及输血量的组间差异，此外骨髓红细胞比例、骨髓红系病态造血、幼红细胞比例增高也未显示出LCI水平的差异(*P*\>0.05)。但是在除去输血依赖、铁过载的混杂因素后，进一步分析后发现其中38例无输血依赖非铁过载患者骨髓红系病态造血、幼红细胞比例增高患者LCI水平显著增高。因此，长期慢性输血治疗是MDS患者铁过载的主要原因，而骨髓红系病态造血、幼红细胞比例增高经由分泌过量的GDF15和TWSG1后，通过铁调素刺激肠道膳食铁吸收和异常调节巨噬细胞系统释放存储铁促成铁过载和铁分布失衡的早期形成机制之一，但却不是主要原因，且极易受到输血引发的外源性过量铁及高血清铁蛋白储存铁水平的影响。这也反过来解释了在临床工作中，我们很少观察得到初诊MDS患者单独由MDS红细胞无效造血而导致SF\> 1 000 µg/L的现象的原因[@b13]。

此外，本研究所有MDS铁代谢参数中，LCI是铁的毒性形式，直接反映了铁代谢和铁失衡状态[@b6]，我们通过流式细胞术检测胞质中LCI与膜渗透性螯合剂calcein-AM结合后荧光淬灭变化方法来反映LCI水平的变化，在临床上往往也认为其与可螯合铁池等量[@b14]，但是本研究我们观察到的LCI在不同输血负荷、不同SF水平组间及RARS组与非RARS组间结果差异无统计学意义，我们推测在输血相关的较严重铁过载患者中细胞内铁可能存在过饱和现象或不同的存在形式，其实际值可能超出检出值，这样的推测可以解释铁过载患者在取得有效铁螯合治疗(SF水平下降)后骨髓造血功能并不能随之得到相应改善的现象。而对于RARS亚型的LCI结果，我们认为是过载的细胞内铁以颗粒形式存在于线粒体内这种特殊的细胞内铁分布状态[@b15]所导致的，其实际值可能超过检测值。所以LCI是MDS患者在没有输血状态下、储存铁指标铁蛋白处于相对低水平时衡量铁代谢和铁分布的较为理想的早期指标，对于RARS亚型可能并不完全适用。

综上所述，MDS患者贫血和输血依赖现象较为常见，大多数患者由于输血依赖及无效造血共同造成铁过载。铁过载病程缓慢而隐匿，但其发生率较高且危害严重，LCI可以作为衡量铁过载和铁分布的早期重要的理化指标。将LCI应用于铁过载的临床诊断、疗效评价和治疗随访过程中，并同步监测体内ROS，结合当前已常规应用的铁代谢参数指标，将会有助于MDS患者获得准确铁过载评价及铁螯合治疗，并有助于临床工作者对MDS铁过载的理解和铁螯合治疗评估。
